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助 川 舶 血 Ⅷ 血 肌 鮎 に よ り 塵生 さ れ る糖 ペ プチ ド複合体をそ の堵衰滅披か ら分離し, 薗の形態
と産生糖ペ プチ ド複合体の 化学組成と の 関係 お よ び糠ペ プ チ ド複合体 の化学組成 と免疫学的性質と の関係
につ い て検討 した . 勧o roLhrir sche n ckii(A T C C lO268株) を 0.5%ペ プ トン , 0.5% 酵母 エ キス , 2% ブ
ドウ糖含有透析液体培地に 25
u
C で振激増餐し, 堵餐後 2, 7 お よび 14日目 に 薗の 形態を観察 し, ま た増強
濾液から Co nA
～ S epha r o s e4 B カ ラム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー に よ り Co nA 結 合性糖 ペ プチ ド複合体 を釧軋
さらに D EAENS ePhade x A 50 カラム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り Co n A 非結合性槻ペ プ チ ド複合体を分離
50 した. 増発後の 歯形態と糖ペ プ チ ド複合体の糖組成の 比較検討 によ り , 増強2 日日 には 薗の ほ とん どす べ
ては分生子 を持 た な い 菌糸で あり, そ の時 期に分離さ れ た糠ペ プ チ ド複合体の糖部分 は ほ と ん どす べ て
m an noseに よ り構成さ れ るが ,7お よ び 14日目 に は薗は 分生子お よ び胞子 へ の分化を示すと ともに糠ペ プ
チド複合体の糖組成 に か な り 多魔の rha m n o s eと少魔の galacto seが増加す るこ とが明 らか にされた . 免疫
拡散法で は, 培餐後 2 日目の 濾減 か ら分離さ れ た 画分 は抗 鼠 ざCゐg 乃C南方抗血清に対 して 弱い 反応を示 し,
* 抗 助cc血 相 〝叩ぐgざ αγ紺由由β 抗血滴に 対 し て強 い 交叉 反応 を示 した が, 培餐後7日目 お よび14日日の源液
から分離され た画分 は す ぺ て抗 鼠 .汀蝕弼 d漬 抗血 清 に 対 して強い 反応性を示 し, また抗 都 抽 耐 蝕 か捌 一
触 川ねe K 47抗血清, 抗 α 感毎押 流 踊 = 肌 開 削 劇 抗血清お よ び抗 鼠 c g 柁ぬ 由β 抗血清 に対 して も種々 の
程度の交叉反応性 を 示 し た. こ れ ら の 免疫拡散法 の 結果 よ り rha m IlO Se の み で なく, gala cto馳 お よ び
ma n n o seも 抗原決定基と して血清学的交叉反応 に 関与 して い る こ と が 示唆 さ れ た. 5. ね地 相 兢 感作モ ル
モ ッ トに よ る皮内反応 に よ り,Co nA 結合性糖 ペ プチ ド複合体 は遅延型反応 に 対す る抗原性を示すが, Co n
A 非結合性糠ペ プ チ ド複合体 は それ を示さ な い こと が 明ら か に さ れ た. な お, そ の よう な 適 い は これ らの糖
ペ プチ ド複合体の ペ プ チ ド部分の ア ミ ノ酸組成の差異に よ る こ と が示 唆 され た .
Key w o rds SPo r()thrix sche n ckii, Do ubleim m u n odiffusion test, Skin test
スポロ トリ コ ー シ ス (spo r otricho sis) の 免疫学的診
断法は1910年頃か ら 始め ら れ1 )2), 血清反応 お よび皮内
β流の抗原と し て, ㊥ 0 相似 五 5(｡ゾヱg 乃(
､鬼才ブ(5. ぶぐ/エビ/～(､カブ才)
の菌僻),培養濾液4)ま た ほ そ れ らか ら の 粗製抽出物質8)
が用いられ てい たが ,近年 そ の 抗原物質が問題 と な り,
抗野性物質の 精製と そ の 免疫化学的情状 が追究 さ れ て
きた. この点に 関し て, S. 5 r如 乃ぐ捕 の 菌体 お よ び培養
液液から抽出され た 糎ペ プ チ ド複合体が強 い 即時型及
び遅延型反応を示 す こ と , こ の 複合体の 多糖体は主に
rha mnos eと m a n n o seか ら成る こ とが これ まで に 示 さ
れ て い る6卜9】
. ま た こ の 多糖体 は, α -(1, → 6) 結合した
m a n n opYr a n O Seの 主鎖 に , α - L- rha m nop yra no sylま
た は, L r し rha m n opyra n o syト(1,→ 2) -
1L- rha m n o-
P yra n O Syl側鎖 を持 ち, こ れ ら Lて ha m n o seの 非還元
末端が血清学的な抗原決定基の 重要な構成要素であ る
と報告され てい る 抑 1 1). L- rham n o se は細菌類 に は広く
分布し てtゝ る糖で あ る が, 真菌で は こ れ ら を持つ も の
は 稀 で あ る1 2)
. 従 っ て , L- rha m n o s eを 有 す る S.
The Variation of Im m u n oche mic al Pr ope rtie s of Peptide- Polysa ccharides Produ ced
by5如㌢りthrix sche nckii Du ring Differentiatio n. M in o ruTakata, Departm ent of Der m a-
tology!(Dire cto r:Pr of. T . H ir o n e), Scho ol of Medicine, Kan a z a w aUniversity.
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血 転 柑 誠 の 多糖体は極め て特徴的 で, 血清学的特異性
も Lてba m n o se によ る と考 え られて き た 潮 .
と こ ろが 最近, S. s che n ckii はr･ha m n o m a n n a n以 外
の 多糖体 を産生す る こ とが 示 さ れ た . M e ndo nca ら
1 4)
は, 5. scあg佗戊ff が二相性真菌で ある こ とに 注目 し, 薗
の形態の変化 に より産生 され る多糖体の 組成 と構造も
変化す る の で は ない か と考 え, 薗株, 培地組成, 培養
温度 およ び培養日数 を変え る こ と に よ っ て 胞子 の み ま
た は 菌糸の み の 培葦 を得 た . そ して 胞子か ら m o n o r-
ha m n o sylrha m n o m a n n a ¶を, 分生子 を形成 した 菌糸
か らdirha m n o syl rha m no m a n n a nを, 分生子 を持た
な い 菌糸の菌体か ら gala cto m a n n a nを, また その培葉
上清か ら m a n n a nを それぞ れ抽出した と報告 してい る.
しか し, これ らの gala cto m a n n a nや m a n n a nの 生物学
的活性 はま だ全く知 られ て い な い .
本研究で は, 菌株, 培地組成 お よ び培養温度を 一 定
に 設定 した 曳. 5 C鮎乃Cゐオg増車の 培養液液 か ら種々 の 時
期 に抽出さ れた 糖ペ プ チ ド複合体 に つ い て , 菌 の形態
と塵生糠ペ プ チ ド複合体 の化学組成 との 関係お よ び糠
ペ プチ ド複合体の化学組成 と免疫学的性質の関係 を検
討し た.
材 料 と 方 法
Ⅰ . 使用菌株と培養条件
薗株 は Sabo ur aud ブ ド ウ糖寒天斜面培地 に 保存中
の S. schen ckii(A T C C lO268) を用い た . こ れ を 0.
5%ペ プ ト ン, 0.5% 酵母ヱ キ ス , 2% ブ ド ウ糖含有透析
液体培地 に室温 で 2週間振汲培養 した. その 薗液 0.01
ml を同 じ透析液体培地 2 50ml に 加 えて 25
0
C で振漫培
養 し, 培養後 2, 7 ま たは 14 日目に 各培地 に ホ ル マ リ
ン を 2%の割合で加 え, い ずれ も室温で 一 昼夜静置 した
の ち, 培地 申の 薗の 生育形態 を顕微鏡下で観察 した.
ⅠⅠ. 糖 ペ プ チ ド複合体 の 精製 (図1)
培養後2, 7 および 14 日目 の ホ ル マ リ ン 添加菌液を
遠心 して培養液液 をと り, こ れ らの濾液 を流申水で 5 日
間透析 し, 風 掛 こよ り約 1/20に 濃縮 した. 演縮液 に 5
倍量の 99% エ タ ノ ー ル を加 えて 生 じた 沈殿物 を アセ ト
ン で脱水乾燥 し, 粗製抗原 を得た . 粗製抗原よ り糖 ペ




Co n c a n a v al in A(Co nA) -S epha r o s e4 B カ ラ
ム クロ マ ト グラ フ ィ ー
粗 製 抗 原 を Con A - S epha r o s e4 B カ ラム (1.5×
45c m) に 添加 した. 溶出 に は 20m M Tris - H CI･0.5 M
NaCI.緩衝液(pH 7.5) を用い 2.5ml/br の 速度で行な っ
た . 吸光度 280n 皿 で 測定 して, Con A 非吸着画分(F
-1)が完全 に溶出さ れ た の ち, さ ら に 0.1 M m ethyl-α




D E A E- Sephade x A 50 カ ラムクロ マ トグラフ 巨
Co nA-S epha r o s e4 Bカラ ム で再溶出した ト1をさ
ら に D E A E
-
S ephade xA 50(1･5×30c m) に 添加した.
溶 出に は O15 M Tris-H Cl緩衝液 (pH 7.5) を 剛 ゝ, 1.
5ml/br の速度で 行な っ た . 各チ ュ ー ブ ごとにア ンス ロ
ン 反応 (後述)を行 な い, 本反応陽性の 画分(ト1a)




ⅠⅠ. 精製糖 ペ プ チ ド複合体 の 化学分析
1. 糖 の 定豊
ア ン ス ロ ン 法1 6)に従 い, m a‡1n O S eを標準として行なっ
た
.
1m g/ml の浪度 に溶解 した試料 0.3ml をアン スロ ン
試薬 3,Oml を加 え, 沸騰 水中 に正 確に 10分静置し, 水
で 急冷後発色を 620n m で測定 した.
2
. 蛋白 の 定盤
Folin - Lo w ry 法1 8)に従 っ て行な っ た . 1mg/ml の濃
度 に 溶解 し た 試 料0.3mlを Folin の A 液3.Oml に加
え, 室温 に 10分間静置 した の ち, 蒸留水で 2倍に稀釈
した フ ェ ノ ー ル 試薬0.3ml を加 えてさ らに 30分静置し
た
.
こ れ を吸光度 660n m で測定 した . 標準物質にはウ
シ 血清ア ル ブ ミ ン を用 い た .
3 . 単糖組成の分析
Sw e eley らの 方法
1 7)に準 じて行 なっ た . 試料を5% 塩





s upe r n ata nt pr e c lp土tate
Co n A - S ePha r o s e4 B c olu m n
2 0mM Trls 一 日Cl
･ 0 . 5M NaCl
buffe r(pH 7. 5)





Fig. 1. Pu rific atio n of pept
ide-pOlys accharides





勒 肌 舶 ぬ Ⅷ 加 配 妨 の 糖 ペ プ チ ド複合体の 研究
酸メタノ
ー ル に よ り1 0
0
C で5時間処理後, ロ ー タ リ ー
が ボレ
ー タ ー で乾回し, 無水 ビリ ジ ン 0･1mlに 溶解 し
た. こ れ に be x
a m ethyldis la z a n e50JJl お よ び
trimethylchlo r
o sila n e30JLl を加 え, 日立 163型ガ ス ク
ロマ げ ラ フ で測定 した ･ カ ラ ム に は 3×200m m の ガ
ラスカラム を用 い , 80
-100メ ッ シ ュ の シ リ コ ン ビ ー ズ
にSE
-30 を5%に コ










試料2mg を6 N H C1 1mlに 溶解し, 減圧 下 に封管
したのち, 110
0
C で 24 時間加水分解 し, ロ ー タ リ ー エ
バボレ ー タ ー で酸 を除去後, ク エ ン酸頒衝液(pH 2.2)
2mlに溶解して, ア ト ー M C し703型ア ミノ 酸自動分析
装置で測定し た.
Ⅳ. 抗血清の 作製
鼠 鋸南 肛 摘 (A
′
r C C lO 268㍉ CJαdo ざ如 rわ仰
we meckii(Duke Univ e rsity M edic al Ce nte r 2785),
肋 励 醐 卿 = 肌 ぬ ぬ ( 明治重科大学 J牒001) お
よぴg 抽 ねJわ♪那 〟刀川 乃由β K47(国立予防衛生研究
所 326)に 対する抗血清を作製 した. こ れ らの 薗をそ
れぞれ上述の 液体培地 に 35
d
C で 7 日間振漁堵嚢 し, 遠
沈により集められ た 薗を蒸留水で 3 回洗條後ア セ ト ン
で脱水乾燥した. こ れ ら の 乾燥薗の 生食懸濁液(1m g/
ml)2ml を雄の白色家兎に 遇 2 軌 2週間静脈注射 した.
最終注射の 1凋後, 心 穿刺 に よ り採血し て血滑 を分離
し, 抗血清を得た.
V . 免疫拡散法(IrrL m u nOdi恥 sio nte st)
Ouchte rlony の 方法
1 8)に 準 じて 行な っ た . 抗血清 を
center w ell に入れ生食水に 1mg/mlの 浪度 に溶解 した
各画分と4
0
C で 反応 させ 沈降線 の 形成 を観察 した.
Vl. 皮内反応
上述の方法で得られ た S. s(･如 机 斬首の 乾燥薗よ り,
ガ ー ゼで渡 して胞 子 を分離 し, 胞 子の 生 食水懸濁液
(1mg/ml) 1ml を Fr eu nd
'
s c o mplete adju v a ntlml
と混合し, モ ル モ ッ トの 皮下 に 2週間隔で合計 3 回注
射した
. 最終注射の 2遇後 に 皮内反応 を旋行し た. 皮
内反応には, 各画分 を(】.25% フ ェ ノ ー ル 添加生 食水に
溶解した液を抗原 液と し て 用 い た . 感作 モ ル モ ッ トの
背に抗原液0.1ml(1 0叫 g/ml) を皮内注射 し, 48時間
後に硬結を計測し, 直径5I11nl以 上の 硬結 を陽性 と判定





. 培養菌細胞の 形 態
液体培地で培養後 2 日目 に は, S. ぶr如 机戌滋 の 菌糸の
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み がみ ら れ,分生子 や 胞子 は認め られな か っ た( 図2a).
培養後7 日目 に は, 菌糸と と も に 分生子お よ び胞子 も
多数み ら れ た( 図2b). 培養後 14 日目 に も , 菌糸, 分
生子, 胞子 が い ずれ も多数み られ た .
Ⅰ . 糠 ペ プ チ ド複合体の 化学組成
Co n A - Sepha r o s e4 B カ ラム クロ マ トグ ラ フ ィ
ー に
よ り,培養後 2,7お よ び 14 日目の堵牽濾液の エ タ ノ ー
ル 沈殿物 はい ずれ も fト1 (Co nA 非吸着画分) と ト2
(ConA 吸潜画分)に 分け ら れ た(図3). さ ら に D E A E
-
S ePhade x A 50 カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー によ り, F
-1 は F-1a と F-1bに 分け ら れた( 図4). F -1a はア ン
ス ロ ン 反応陽性の多糖体を主成分と す る画分, F-1b は
280n m で商 い 吸光度 を示 す蛋白画分であっ た. こ れ ら
2段階の カラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に より,糖ペ プチ ド
画分と して培壌後 2 日目の 堵寒流液か ら の F-1a, p㌧2
Fig. 2a. Gro wth m orpholog y of SI s cht m(:kiio n
the 2nd day of in c ubatio n.
































































Fig. 2 b. Gr o wth m o rphology of £ sche 〃(
･kit o n
the 7th day of in c ubatioIl,
M any c o nidia a nd ye a st-1ike c ells a r efo r m ed
(× 20n).
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(2- ト1a, 2- F-2), 培 養 7日目 の 培養液液 か ら の F
-1a , F
-2(7- F-1a, 7 サ 2), 培養後1 4 日目 の凍液か
ら の ト1a, ト2(14- ト1a, 14
- F -2) が 分離さ れ た.
こ れ らの糖 ペ プチ ド複合体の化学組成は次の ようであっ
た .
1 . ト1a と ト2 の収量比
表 1 の よう に, 収量比は 2-F
-1a :2- F-2 は1: 22･9,
7- F-1a :7- F-2 は 1:11.4, 14
- F-1a :14- ト2 は 1: 7･
2 であ っ た . な お ト1a の収量 は い ずれも 少な い が , 培
養日数 の延長に伴な い や や増加 す る傾向が み られ た.
Fig. 3. Fr a ction atio n of c rude antige n by Co n A
-
8epha r os e4 Bcolu m n･
T he c olumn (1.5×45c m) w a s eluted with20mM
Tris･ H Cl, 0.5 M NaCl buffe r(pH 7.5), a nd the n
withthe s a m ebuffe r c o ntaining O.1 M m ethyl･
α
-D寸n a11n O Sid.
Fr a ction s(3ml e ach) w er e c olle cted at a flo w
r ate of 3ml perho u r.
田
2
. 糖 お よ び蛋白の畳
各画分の糖 お よび蛋白の含有量は表1のようであり,
こ れ らの 画分 はい ずれ も糖 ペ プ チ ド複合体である が,
そ れ ら の組成 は培養日数に よ り軽度の差異を示した.
す な わ ち,2
- F-1a お よび 2 1 ト2 はい ずれも糠含有量が
約 60%, 蛋 白含有量 は それ ぞ れ約 5%お よび約15%で
あ るが , 7 1 ト1a, 7- F-2, 1 4-ト1a 串よび 1 小F-2はい
ずれ も糖含有量 が 80～ 90%, 蛋白含有量が約10%で
あっ た .
3 . 糖組成
表2 の よ うに 各画分の単糖分析 は こ れ らの画分に含









Fig. 4. Fra ctio n atio n of F▼1 by D E A E･岳ephadexA
5 0c olu m甘n.
T he c olu m n(1.5× 30cm) w a s eluted with O.5 M
Tris･H Cl buffe r(pH 7.5)at aflo w r ate ofl.3ml
pe rho u rin l.5ml fr a ctio n s.
Tablel. Che mic al co mpo sitio n of ea ch peptide ･peplys a c cha ridefr a ctio nfr o mS･ SC/zt 棚 kii
c ultu refiltr ate .
Fra ctio n*




















* 2- , 7･ , and14･ r epr e Se ntC ultu redu ratio n
F･la r epre se nt$fra ctio nla(n o n･ C O nA bindiロgfr a ctio n)
F･2 repr es e ntsfra ctio n2(c on A ･bindingfr a ctio n)
…
m ea s uredby the a nthr o n ete st
榊 m ea s u red by Folin ･Lo w ry m ethod
帥 耶 助 か 両 川 油 化 瀾 ペ プ チ ド複合体 の 研究
ら構成され る こ とt ま
た単糖額の 構成比率 は培養 日数
により異なる こ と を示
した･ 2 サ1a お よび 2 サ 2に 含
まれる糖の 大部分は m a
l- n O Seで あ り, そ の 他の 単糖規
は極めて少塵であ っ た ･
㌣ F-1a お よ ぴ 7 サ 2で は, 糖
の主成分が m al- n O S
e で あ る こ とは 2 サ 1a お よ び2
- F
･2 と同じであるが･ こ れ ら に比
べ て rha m n o seが増加
し, 特に7 サ 2に おい て顕 著な増加が み られ た ･
14- F
-1aではrha m
n o S eの 増加とともに gala cto s eの軽暗の
抑 もみられ た･14 サ2 の 糖組成 は
7 サ 2の それと 同
じであっ た.
41 アミノ酸組成
表3 のよ うに各画分の ア ミノ酸分析は これ ら の画分
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に オ キ シ ア ミ ノ醸 で あ るセ リ ン と ス レ オ ニ ン, 酸性ア
ミ ノ 酸で ある ア ス パ ラ ギン 醸と グ ル タ ミン 酸な ら び に
中性 ア ミ ノ 酸で ある ア ラ ニ ン とグリ シ ン が比較的多く
含 まれ る が, 含硫 ア ミ ノ酸 である メ チ オ ニ ン と シ ス チ
ン は ほと ん どま た は全 く含まれ ない こ と を示 し た. 各
画分の ア ミ ノ 酸組成 は培餐日数に よる差異 をほ とん ど
示 さ ず, む し ろ分離方法 の適い に よ る差異が認め られ
た
.
すな わ ち, 2- , 7- , 1 車F
-2 はい ずれ もス レ オ ニ ン
を巌も 多く 含み , 次 い で セ リ ン, ア ラ ニ ン を比較的多
く含 むが, 他方2- , 7- , 14- ト1a はい ずれ も酸性ア ミ
ノ 酸で あ るグル タ ミ ン 酸, ア ス パ ラギ ン酸を比較的多
く含み, セ リ ン も 多く含 むが, ス レ オ ニ ン を余り多く





R ba m n ose Ma1111 0 S e
./2 ゼ
･la 0.09 1
.2･F･2 trac e l
7 ゼ･la 0.16 1
7-F･2 0.60 .l
14-F･1a 0.23 1
14･F･2 0 .60 1
Gala cto s e Glu cose
0.05 0.06





Table 3. A min o a cida n alダSis ofpeptide sin peptide･pOlysa c charide fr a ctio n sfr orn£
､ SChe n ckiic ulture丘1trate(%)
且ぬin o a cid 2･F･1a 2･F･2 7
-F･la 7･F･2 1 小F･1a 14･F-2
.Asp 12.2 11. 1(),1 8.1 1 6.6
6.7
T hr 6.9 21.4 9.7 18,5 9.2 19.9
Se r 13.6 16.0 15.5 12.8 15.5 15.0
_ Glu 19.1 9.5 1 2.1 6.7 10.4 5.8
Pro 7 .1 2.1 4 .9 7.4 9.2 5.7
･Gly 7.0 4.6 川 .1 7.5 9.4 7.7
Ala 6.4 1 0.2 11.7 1].8 7.0 11.7
Cys 0 0 (1 0 0 0
Val 4.7 5.6 3 .9 11.8 5.6 6.7
Met 1.4 1.1 t) tra C e O traC e
Ile 6.4 3.2 3 .4 2.6 9.5 2.6
Le u 4.い 3.2 こi.4 3∴i 4 .6 3.9
Tyr 2.1 3.4 1.5 1 .5 tr a C e l.5
Phe 1 .7 2.1 2.4 l .8 tr a c e l.7
Lys 4 .1 3.3 4 .4 3.O traC e 4.5
His 1.6 2.2 4.9 1.7 1 .7 4.5
Arg 1.4 1.1 1.9 tr ace l.5 1,3
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含んで い な か っ た . 糖組成が 同 じで あ っ た 7- ト2 と 14
-F -2 は ア ミノ 酸組成 の面で も極 めて 類似 して い た.
ⅠⅠ. 糖 ペ プチ ド複合体の 免疫学的性質
1. 免疫拡散法
1) 家兎抗且 ぶCゐg 乃C鬼才f抗血清に対す る反応(図5):
家兎抗 S. 5戊 g氾r鬼才 抗血清に対 して 2- ト1a は 1本の
鮮明な沈降線 と 2本 の弱 い 沈降線 を形成 した が,2
- ト2
Fig. 5. Im m u n odiffu sio n te st of e a ch fr a ctio n ag
-
ain st 5. sche nckiia ntise r u m.
S: S sche n ckiia ntis er u m
A, B･1, 4: S s che n ckiicrude a ntigen
A, B-6: n O antige n
A .2:2-F-1a B-2: 2･ F･2
A ･3:7･F-1a B･3:7･ F-2
A -5:1 4･ F-1a B-5:14- F･2
は微弱な 沈降線 を 1本形成 した だ け で あ っ た
.
トト1a
は少 なく と も 3本の太い 沈降線 を,7- F-2 は少なくとも
4本 の 太い 沈降線 をそ れ ぞ れ形成 した. ま た,14- ト1a
は 4本 の太 い 沈降線を ,14- F-2 は少なくと も4本のよ
り太 い 沈降線 を それ ぞ れ 形成し た.
2) 家兎抗且力乃β" 椚 ∂乃ぬg E 47抗血清に 対する反応
(図6) : 家兎抗 且 少乃β" 椚 0乃才αβ K 47抗血清に対し
Fig. 6. Im m u n odiffu sion test of e a ch fr a ction
ag-
ain st K . pn elt m O nta eK47 antis e ru m･
S: K . Pyze u m o n加 K47 a ntise r uIn･




D -6: n O a ntige n
C-2: 2-F･1a D-2: 2-F-2
C-3: 7-F-1a D･3: 7-F･2





助 川 励 血 Ⅷ 加 配 捕 の 糠 ペ プ チ ド複合体の研究
で,7サ 1a,
7 1ト2･ 14 サ 1a, 1 4
- ト 2 はい ずれ も 1本
の沈降線を形成した が ,2 サ1a お よび 2 サ 2は沈降線
を形成しなか っ た ･
3) 家兎抗 C･ 抑βr 乃e戊オf抗血清に 対す る反応 (図
7):家兎抗 C･ 紺βγ乃g C鰯 抗血酒に 対 して 2
- ト1a は 2
本の沈降線を形成 し, こ れ らの沈降線は 7 ｣
ト1a が形成
したやや太い 沈降線と融合 した･ 141ト1a は1本 の鮮
姉 沈降線を形成し た･
































Fig･ 7･Im m u n odiffu sio nte st of e a ch fr a ctio n ag･
ainst C. u)ern eL
L
kiia ntis eru m.
S: C w m le(,
･kiia ntis e ru m
E
･F-1, 4: C. 乙(,C71 〃,(,kilc r ude a ntige n








本 の沈降線 を形成 した. 2- F-2 が形成 した沈降線は弱
く, ト ト2 が形成 した沈降線 と梯形成 した.
4) 家兎抗S. c♂柁 ぬ わg 抗血清 に 対す る反応 (図
8): 家鬼抗 S. ビg 柁 び由才〟e抗血清 に対 して, 2一万㌧1a お よ
び2-F -2 は非常 に太い 1本とより細く鮮明な 1～ 2本の
沈降線 を形成 した. 7- F-1a お よ び1 4- ト1a はそ れぞれ
2本の弱 い 沈降線 を形成 した . 7- F -2 お よび1 4- ト2 は
それ ぞれ 1本の沈降線 を形成 し, そ れ ら は 2- ト2 が形
Fig. 8. Im m u n odiffu sio nte st of e a ch fraction ag･
ain st S. (e re uisia e a ntis e ru m.
S: S. (､
･
e r eL･最加 a ntis e ru m
G, Hql, 4: S (
･
e rL?Z)isla ec rude a ntige n
G. H-6: n O a ntige n
G･2:2-F-1a fi-2: 2-F-2
G-3:7- ト1a ロ ー3: 7-F･2
G-5:14- ト1a H -5:1 4- F-2
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Table 4. Me a n v alues of delayed hyper s e n siti･
vity c utaI-eO u S re a Ctio nto e a ch fr a ctio nin ten
S s(血 pt (k[[s e n sitiz ed guln e aplgS a nd 員v e n o n
-
s e n sitiz ed c o ntroIs(dia mete r of indu r atio n in
millim ete rs)
Fr a ctio n
a nim als
se n sitiz ed c o ntr ol
2-F･1a 0 0
2-F･2 7× 6 0
7･ F【1a 1× 1 0






ぶ. ぶぐ如粥戊羞よ感作モ ル モ ッ ト (10匹) にお ける皮内
反応の結果は褒 4 の ようで ある. 2- , 7- , 14- ダ ー2 はい
ずれ も陽性反応 を示 し, ま た 2-F-2 よ り も 7- F-2 なら
び に 14- ト2 が より強 い 反応 を示 した . 2- ,7- ,14-F -1a
は¢ゝ ザれ も隙陸庶応を卒巷脅か っ た . 対照(5匹)にお





ぢで振漁培養姦れ た 且 5 C如仰ぐ烏言才の
菌形態の経時的変fヒ≒, 培養液溶から分離さ れ た糖 ペ
プチド複令体の化学的組成の経時的変化が検討された.
培養後2日目に薗はす べ て 分生子を持た な い菌糸で あ
り,､その 時期に特車溶液か ら分離 さ れ た糖ペ プチ ド複
合体(2- F-1a , 2- F-2)の 糖成分 はほ と ん ど全部 m a n-
nose で あっ たが,7日冒お よ び 14 日目 に は菌糸に加 え
て分生子 お よび胞子 が増加 し, こ の 時期に分離 され た
糖 ペ プ チ ド複合体(7- F-1a, 7 一 打2,14一 打1a,1 4- F-2)
の糖成分 にはま体 をなす m a n n o seに加えてか なり多量
の rham no se と少量の gala ct os eも食 まれ てい ることが
明 らか に された . こ の成績 は, 分生子および胞子 の増
加 に伴な い , 培地中に は糖成分 に rba mIlOSe を含有す
る多糖体が出現する こ と を示 し, 薗 の形態学的分化と
と も に 産生さ れ る多糖体 の糖組成 が変 わ る こ と を示 唆
した M endo nGa ら
1 4)の 意見を支持 す る も の で ある.
次 に, 免疫拡散法 を用い て 糖ペ プ チ ド複合体 に 含 ま
れ る rba m n_O S eの血清学的反応性を検討 した . 家兎抗
5. ぶCゐβ乃d オ≠抗血清に 対 し て, 糠成分が ほ と ん ど全部
m a n n o seか ら成 る 2- ト2 は弱 い 反応 を示 し, 1 本の 弱
い 沈降線 を形成 し た だ けで あ っ たが ･rha m n oseをより
多く 含有す る 7 サ 1a, 7 サ 2, 1車 ト1a お よび 14 サ2
はい ず れ も 強い 反応 を 示 し た
･
な お, 抗原決定基とし
て rham n o se を有す る K･Pn eu m onide K 47に 対する抗
血清 を用 い た免疫拡散法では, rha m n o se含有量の多い
7- F-1a , 7
- ト2, 14 1し1a お よ び 14 1 ト2 はい ずれも交
叉反応 を示 し たが ,rha m n o seを ほと ん ど含まない 2-F
-1a およ び 2-ト2 は沈降線 を形成 しな か っ た. これら
の 結 果か ら, rha m n o se の 抗原決定基を有する糖ペ プチ
ド複合体が, 培 幾日数 の延長に 伴 ない 培養液掛こ剛口
す る こ と が 明ら か に き れ たわ け であ る.
ごく最近Isbiz aki ら抑 お よ び Ku rata紺 は11種の
勒 脚 蛸 壷 層の 免疫化学的性質を調べ , 抗 鼠永由如妬
抗血漕が抗原に rbam n o seを持 たな い 勒 姉 御 順 の
蘭 とも変叉反応す る こ とを報告 した. また, 他の巽菌
の堵渠瀾瀬か ら得られたgala cto m 弧 na n含有抗原と,
抗 ぶ. 細物 化 繊 抗血滑 とを用い た免疫拡散接の結果か
ら,Ishiz aki ら
22)ほ 交叉 反応 に関与する抗原決定基がD
-
gala ctose であ る可能性を示唆 した. 本研究では, 抗
原決定基 に gala cto s eが 関与す る C. w e meckii2 3)に対
す る抗血滞 と, m 乱n110 Seが 抗原決定基である £ cβ粋
がね由g細 に対する抗血清を作製 し, これ ら の抗血清とF
-1a 滋 よぴ F-2 を用い て免疫拡散法を行な っ た. その
結果, 抗 C. 緋 倒 Ⅶ風頭滋 抗血清 に対 して･2岬F-2を除くす
べ て の 画分は 1～ 2本 の 太い 沈降線 を形成 し, これらの
画 分は い ずれも構成糖 に 脚Iacto s eを有することが確認
さ れ た . な お 2- F-2 は 1本の 弱い 沈降線を形成した.
また抗 且 ( 脚 絆適お 抗血清に対 して は 2-F-1a と2-F
-2 が強い 沈降反応を示 し, その 他の画分は い ずれも弱
い 反応 を 示 し た. こ れ ら の 交 叉 反応の 成績 は, S.
s chen ckii の糖 ペ プチ ド複合体に は D-gala ctos eおよぴ
Dq m an no se が抗 原決定基と して存在する ことを明確に
示 した も の で ある. な お, 交叉 反応の成績は各画分の
精粗成 とも合致 し て い る.
この よ うに, 5. ざCゐg 調C烏滋 塵生糖 ペ プ チ ドの血清学的
抗原決定基 に は, 従来知ら れ て い た し rba m n os eのほ
か に D- galacto s eお よび D
-
m an nOSeも 関与する こと
が 示 され た . こ の こ と は, 5. 5戊 g乃戊ま≠抗原が他の真南
や細菌と幅広く血清学的に 交叉反応 しうる ことを,従っ
て血清反応 の みで ス ポ ロ トリ コ ー シ ス の 診断を下すこ
と の危険性 を示 唆 し て い る . 他方, S. ∬ 巌脚 正行 ヒ共通
抗原を有す る細菌 や真菌類に 対 す る抗体が 正常人の 血
清中に 存在 し, こ れ が S. 血 ね 肛 妨 感染に 際し て宿主
の 防御機構 の 一 端を担うとい う可能性
2 5)2 6)を示唆する所
見 と して, それ は興味深い もの で あ る.
次 に , ト1a と F-2 を感作 モ ル モ ッ トの 皮内に注射し,
こ れ らの 糖 ペ プ チ ド複合体 の皮内反応に お ける抗原性
勒 肌 血 沈 Ⅷ 庖 肛 捕 虻 糖 ペ プ チ ド複合体 の 研究




, 14 サ 2)
はすべて反応陽性, C
o nA 非結合性両分(2- , 7- , 14
-F-1a)はす べ て同反応陰性 であ り, 抗原性 は各画分の
抽出時期(増発日数) と関係 な
い こ とが 明 らか に さ れ
た. また糖ペ プ チ ド複合体
の ア ミ ノ酸組成も Co nA 結
合性画分と Co nA 非結合性画
分の 間に差異 がみ られた
が,各画分の 抽出時期 に よ る羞輿 は認め られ なか っ た ･
また,Con A 結合性画分
の ア ミ ノ酸組成は,S him o n aka
ら27埴ぎ£ ぶC加 乃r鬼才才か ら分離 した遅延型反応陽性画分
のそれと類似 して い た ･ こ れ ら の 成婚 は, S･ S Cゐg 乃戎滋
産生糖ペ プチ ド複合体の多糖休部分が即時型反応 に,
ペプチド部分が遅延型反応 に 関与す る と い う S him o･
n8kaら
27)の知見を支持す るも の であ る･ な お, 楯組成
mbaIp n OSe を欠き , 抗 且 乱 如 棚 摘 抗血清に 対 す る
反応性が最も弱い 画分で あ る 2→F
- 2 が, 皮内反応陽性
であるとい う結果が得 られ た. こ れ は, Ku ra ta
2 1切 観
察成鋳と同様に , 遅 延型皮内反応の 成績が抗原の槻組
成や血清学的反応性と必 ず し も
一 致し な い こ と を示 す
ものであり, 今後の 研究 を愛す る 問題 で あ る.
ConA結合性糖 ペ プ チ ド接合体の所在に つ い て は既
にTr av ass o sら
2別 の観察 があ り, FI T C僚織 Co nA 結
合後の蛍光の強さや , Co nA≠ho rs er adishpe ro xida s e
-di･aminobe n zidin e反 応後 の 反応物質 の 沈着那位 か
ら, Con A結合性糠ペ プチ ド複合体は薗の 細胞壁外層
私消在する こと, また 細胞壁外層 は内層と の 結合が ゆ
るぎ辱-ためしばしば培地中に 剥離分泌 さ れ る こ と が示 さ
れている. 本実験 で は, 増発後7 日お よ び 14 日目 に は
触 とともに胞子 と分生子 も薮数み られ る こ と , ま た
それらの時期には培養液破か ら抽出され た C()nA 結 合
性糠ペプチド複合体( トF-2, 14- ト2) は糖組成比が 同
じであり, ア ミ ノ酸組成も類似し て い る の で, こ れ ら
のConA結合性複合体 は主 に 胞子 およ び分 生子の 細胞
壁外層に由来す る も の と 推測さ れ た.
本研究の成績は ,5. 錨 毎 机 勅 ハ 扶培養濾櫓か ら 精製さ
れた糖ペ プチ ド複合体の 化
′
芋的性状と抗原慄が培地中
の菌の形態お よび糖 ペ プ チ ド複合体 の 精製法 と密接に
関連する こと, 従 っ て 今後 ス ボ ロ トリ キ ン 反応用 抗原
の作掛こは, 培養日数, 増発温度, 培地中J)歯の 形態
などの諸条件 に 充分留威 す べ き こ と を示 し て い る .
結 論
培養後2,7お よび 14 日目 に , 透析液体培地中に 25
0
C
で振温培養さ れた ぶ. ゴC･如 乃(･絨 の 増発濾液 か ら Co nA
-
Sepha ros e4 B カラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ r) Co n
A結合性画分(2- , 7- , 14- ト2) が 分離 さ れ, さ ら に
DEA E-Sephadex A 50 カラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ
りConA 非結合性画分 (2- , 7- , 14-ト1a) が 分離 さ
99
れ た. これ らの 画分の免疫化学的検索の成腐 は次の よ
う で ある.
1 . Co n A 結合性画分お よび Co n A 非結合性画分
は い ずれ も糖 ペ プチ ド複合体 であ っ た.
2
. 培発後の 歯形態と産生糖 ペ プ チ ド複合体の糖組
成 の比較検討 に よ り, 分生子 お よび胞子の形成 に伴な
い 糖組成 にかな り多選の rha m nos eと少畳の gala cto8 e
が増加す る こ とが 示 さ れ, 薗 の形態学的分化に伴な い
塵生糖ペ プ チ ド複合体の糖組成 は変化す る こ と が明 ら
か にさ れ た.
3 . 抗 且 ぶCゐβ作成オ≠抗血清, 抗 ∬由ぬね地 ♪乃β姉
別 β乃ぬg K 47抗血清, 抗 C 加輌 抑 ぬ 刑 狛 椚 購 鰯 抗血
清お よ び抗 & 肌 血 研 削 耶 都 ( 新 都函加 抗血清 に対 す る
免疫拡散法に よ り, S. 躍 如 制 勅勘産生槻ペ プチ ド複合体
は い ずれ も血清学的 に 抗原性 を有 す る こ とが 示さ れ,
さ らに 従来知 られ てい た rham n ose およびgala cto s eと
と もに m a n n o seも抗原決定基 に 関与 してい る ことが明
らか に され た . な お, これ らの糠 の抗原決定基 へ の 関
与の た め 仁 鼠 5崩 御 融 涼 感生糠ペ プチ ド複合体は, £
ざ(
､如 乃ビ捕 以 外の 戴薗お よ び細菌に 対す る抗血清と幅広
い 交叉反応 を起 しう る こ とが 示 さ れ た.
4.ぶ. 甜 転 棚 誠 感作 モ ル モ ッ トに お ける皮内反応で
は , Co nA 結合性糖 ペ プチ ド複合体が陽性反応を, Co n
A 非結合性糖 ペ プ チ ド複合体は陰性反応を示 した. そ
う い う 適い は こ れ らの 糠 ペ プ チ ド複合体の ペ プ チ ド部
分の ア ミ ノ酸組成の 差異に よ る こ と が示唆さ れ た.
稿を終る に あ た r), 御校閲 い ただ きました広根 孝衛教授な
ら びに御肋 言い ただきま し た石崎 宏講師に深甚の 謝意を衆
しま す .
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102 高 田
The Variatio n of Im m u】1 0 Chemical Pr operties ofPeptide
-
pOlys accharidesProdu ced bysporo･
也rix schen ckii d mingDi 鮪rentiation M血O ruTakata, Departm e nt of Der m atology, Schoolof
Medicin e, Kan aza w aUniversity, Kan az a w a, 920
- J･ Ju z e nMed･ So c■ ､ 91, 9lp lO2(1 982)
Key wo rds: 伽 OrOthrt" Che n ckii, doubleim m u nodiffhsio ntest, Skintest
Abs血act
T he chemicalco mpo sition a nd im munologicalproperties ofpeptide
･POlysac cha ridesis olated
fr o mt he culture f且trates of Spo rothrix sche n ckii in differe nt days ofin cubation w ereinvesti･
gated. Sporothrix s che n ckiic eus (A T C Cl O 2 6 8) w e r ein cubated in liquid dialysate m edi
at 2 5
0
c by c ontin uous shaking. Light mic ro s c op ysho wed that an of the fungal c ells wer e
unspo ru1ated myc eliain 2 days ofcultu r es wlde they form ed m
any conidia a ndyeasト1ikecellsin
7 and 1 4days ofcultu r es. Fr om the c ultu r efiltr atesin 2,7 and 1 4
days afte rincubation, Con A･
b inding peptide-POlysa ccharides (2一 , 7- and 1 4- F-2) w ere fr a ctionated by Co n AdSePllar OSe4 B
colu m nchro matography, a nd t he n non
･Co n A -binding peptide-POlysacchari de fractio ns(2･, 7･
and 1 4- F-1a) w e r eob tain ed by D E A E-SePhade x A 5 0c olu m n chro matogr aphy･ Suga ranalys es
sho w ed thatthe fractio ns2-F-1a and 2- F- 2 w e r e m ostly c o mposed of m annOSe, and that a皿 of
the fractions 7- F-1a, 7
- F-2
,
1 4 4-la a nd 14-F- 2 contain ed a considerable am ou nt of rham nose
a nd a little galactose in ad ditio nto m a n nose ･ T he s e re sultsindicated that bot hrhamnose and
galactose w ere incre a s ed as the fungal c ells differ entiated into c o nidia a nd ye ast Jike cells with
pr olo nged cultivation.
In the do uble im m unod if fusio n test, fr a ction s2
-F-1a a nd 2- F-2 show ed a weakly po sitive
r e a ctio n wit ha nt シSporothrix sche n ckiia ntise ru m and a stro ngly positive c ro ss
･ reaCtio n with
antふSac chalV myCe S C er eVisiae antis eru m･ On t






a nd 1 4･ F- 2 sho w ed a stro ngly positiv e reactio n wit hr ab bitanti
-SpoTO thrix sche nkiia ntiseru m･
In ad ditio n, they show ed varying degrees ofcross
-r eaCtion withanti-Klebsiella pne u monia eK 4 7
antise rum and antふaadosporiu m w erne ckiiantiseru m a SW ellas anti
-Sa ccha r o myc e s cerevisiae
a ntise ru m. T he results fr o mt he double im m un odiffusion test and tho s
e fr o m sugar a nalys es
m ade itpos sible to stro ngly sugge st that no
t o nly rham no se but also ma n n ose a nd gala ctose
participated in t he ser ologic alcr os$
- r ea Ction s a sthe a ntigemic dete r mina nts･
In ad diton, Skin tests with the fra ctions in gui
ne aplgS Se nSitiz ed by Sporothrix sche nckii
suggested that t he reactivity to the te st might dep
end upon the amin o a cidco mpo sitio n
of
peptide m oiety ofpeptide
-POlysaccharide s･
